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1.は じ め に
 我々は既に、酢酸鉛の急性的投与によ り肝 グルタチ
オ ン量が減少することを報告 した1)。この結果 は水銀2)
やカ ドミウム3・の負荷の場合と同様に,肝 グルタチオ
ンが鉛の体外排泄に関っていることを示唆す るもので
あるので,グ ルタチオンは鉛の毒性軽減に有効である
と考え られる。 しか し,グ ルタチオ ン量の減少 は,グ
ルタチオンの果 している他 の生理機能の能力低下を引
起すおそれがあることも考慮 しなければならない。
 ミトコンドリアには代謝回転の遅いグルタチオンプ
ールが存在 しているが4,5),そ の機能について は未知の
部分が多い。 ミトコンドリアは細胞内カルシウム貯蔵
部位 としても知 られ,細 胞内カルシウムホメオスタシ
スの制御にミトコンドリアのグルタチオンが関与して
いる可能性が指摘されているs-s)。
 本研究では鉛投与によるグルタチオン代謝の変動が,
細胞内カルシウムイオ ンの動態に影響を与えるか否か
を探るため,鉛 投与後のマ ウス肝 カルシウム量とグル
タチオ ン量の変動を検討 した。その結果,酢 酸鉛の投
与により肝グルタチオ ン量が減少するとともに,肝 カ
ルシウム量は著 しく増加することが判明 した。
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 カルシゥム量の増加は細胞障害または細胞死につな
がる現象であると認識されている9-11)ので,グ ルタチ
オン代謝と肝カル シウムの動態 との関連を検討するこ
とは,毒 性学的に意味あることと言 えるだろう。鉛投
与による肝カルシウム量の増加に関るグルタチオンの
役割 について,若 干の推論を行 った。
II。 実 験 方 法
1.実 験動物および試薬:実 験動物 としては日本エス
ェルシー㈱ か ら購入 したddY系 雄i性マウス(体 重25
×30g)を 使用 した。マ ウスは室温24土1℃,相 対湿度
60士10%に 調節された飼育室で,12時 間毎の明暗サイ
クルのもとで飼育 した。マウスには,オ リエ ンタル社
製固形飼料 と水道水を自由に摂取させた。ただ し,酢
酸鉛の経 口投与 を行 う場合には,酢 酸鉛500ppmま
たは1,000ppmに 調製 した飲料水を自由摂取 させた。
 マ ウス頸椎を脱臼して致死させたのち,開 腹 して肝
臓を露出させ,次 いで肝臓を冷生理食塩水で還流 した
のち摘出した。
 グ リオキサ ラーゼ1は シグマ社製を使用 し,カ ル シ
ウム測定用キットはヤ トロン社製を使用 した。そのほ
かの試薬は市販特級を用いて調製 した。
2.肝 カルシウム量の測定:肝 カルシウムの定量は,
ConnertyとBriggsの 方法12>を原法 とするオル トクレ
ゾールフタレインコンプレクソン(OCPC)法 に従い,
市販のカルシウム測定用キ ットを用いて行 った。概略
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を述べると，まず約 200mgの肝臓を秤取して9倍容
の 2NHClOr1N NaOH (1 : 1)混液でホモジナイズ
し，遠心分離を行った。上清0.5mlにOCPCとヒド
ロキシキノリンを含む呈色液5.0mlを混和したのち，
波長 570nmで吸光度を測定した。なお，実験に用い
たガラス器具は，通常の洗浄を行ったのち 0.5N HCl 
に一晩つけ，脱イオン水，次いで脱イオン蒸留水です
すいだのち乾燥して用いた。
3. 還元型グルタチオンの定量:肝臓の還元型ク*ルタ
チオン量は， AkerboomとSiesの記載13)!C準じて測定
した。すなわち，肝臓を9倍容の 50mM Tris-HCl 
緩衝液 (pH8. 0， O. 5 mg/mlの ethylenediaminetet-
raacetic acidを含む)でホモジナイズして試料液を作
製した。恒温水還、流装置をつけたダブルビーム分光光
度計内のキュベットに 0.05Mリン酸緩衝液(pH7. 0) 
2.0mlをとり，試料液 0.1mlおよび 5unitsのグリ
オキサラーゼ Iを加えて 240nmでの吸光度を記録し
た。次いで 20μIのメチJレグリオキサールを加えて反
応を開始して吸光度の増加をモニターし，反応終了後
の吸光度を測定した。さらに， 20μ1のメチノレグリオキ
サーノレを加えて増加した吸光度を測定し，先に測定し
た吸光度を補正した。還元型グノレタチオン量は，分子
吸光係数 3，370M-1・cm-1を用いて計算した。
4. d-アミノレプリン酸脱水酵素(d-ALAD)活性の
測定:8-ALAD活性は， Granickと Mauzerallの方
法ωに従って測定した。肝臓を4倍容の O.lM リン
酸緩衝液 (pH6. 8， 10 mM還元型クツレタチオンを含
む)でホモジナイズしたのち遠心分離を行い，上清を
得た。との上清をさらに上記緩衝液で20倍に希釈し酵
素標品とした。 0.2mlの酵素標品を 370Cの恒温槽に
30分間放置したのち， 3. 45mM 8-アミノレプリン酸
0.5mlを加え， さらに60分間インキュベーションを
行った。 4%トリクロル酢酸 (20mMHgCbを含む)
1 mlを加えて反応を停止し，遠心分離して得られた
上清にエールリッヒ試薬を加えて発色させ，波長 555
nmで吸光度を測定した。分子吸光係数 68，000M-l. 
cm-1を用いて酵素活性を算出した。
5. 実験結果の統計解析:実験結果の有意差検定は，
Student t-test !とより行った。
111. 実験結果
1. 酢酸鉛腹腔内投与の影響:酢酸鉛 (100mg/kg) 
をマウス腹腔内に注射し， 3時間後および7日後に肝
臓のカルシウム量を測定した。 Fig.1に示すように，
酢酸鉛投与動物の肝カノレシウム量は，投与3時間後で
?
は約2倍に増加し， 7日後では20倍以上にも増加した。
酢酸鉛投与により肝臓の総グルタチオン量(還元型
グルタチオンと酸化型グルタチオンを合わせた量)が
減少することは既に報告した1>が，本研究では，還元型
クツレタチオンは鉛投与3時間後に有意に (P<0.05)低
下するととが判明した。しかし投与7日後になると，
対照群と鉛投与群のグ、jレタチオン量には有意な差は認
められなかった (Fig.2)。
ととろで，鉛投与によりへム合成系が抑制される
ことは良く知られている。本研究においても肝臓の
ふALAD活性は鉛投与3時間後には有意に抑制され
ており (pく0.05)，7日後においても顕著な抑制を受
け，対照群の約半分程度の活性しか検出できなかった
(Fig・3)。
2. 酢酸鉛経口投与の影響 (Table1) :酢酸鉛を飲料
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Fig.3 
減少したにすぎない。一方， 肝8-ALAD活性は，500
ppm酢酸鉛投与群ではわずかに低下し，1，000ppm酢
酸鉛投与群では有意に抑制された (p<O.Ol)。
3. マレイン酸ジエチル投与の影響 (Table2) :グノレ
タチオン枯渇剤のマレイン酸ジエチル (0.7ml/kg)を
水に 500ppmおよび 1，000ppmの濃度になるように
溶解し， 7日間経口投与を行った。肝カルシウム量
は， 1，OOOppm酢酸鉛投与群で有意に増加した (p<
0.05)。しかし，肝グノレタチオン量には大きな変化は認
められず， 1，000ppm酢酸鉛投与群においても軽度に
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Table 1. Effects of oral administration (1 week) of lead acetate on calcium 
content， glutathione content， and δ-aminolevulinate dehydratase (8・
ALAD) activity in livers of mice. 
Control 
Pb (500 ppm) 
Pb (1.000 ppm) 
Calcium content 
(μgjg liver)土SE
22士1.7 (4) 
29:1:4.2 (5) 
31:1:3.。本(4)
Glutathione content 
(μmol/g liver)士SE
8.59土0.44(5) 
8. 79土0.32(5) 
7.31土0.67(4) 
8・ALADactivity 
(μmol/g liverjhr)土SE
1. 30 :1:0.08 (6) 
1.13士0.05 (4) 
1.01土0.03料 (6)
Each number represents the mean土 SE.The number of mice is indicated in paren-
theses. 
本 p<0.05.significantly different from control group. 
林 p<O.01，significantly different from control group. 
Table 2. Calcium content， glutathione content， and 8-aminolevulinate dehydratase 
(8・ALAD)activity in livers of mice treated with diethyl maleate (DEM)・
Calcium content 
(μgjg liver)士SE
Glutathione content 8・ALADactivity 
(μmol/g Jiver)士SE (μmol/g liver/hr)土SE
Control 
DEM-treated 
42土4.4(6) 
43土6.9(6) 
7.45士0.26(6) 
5.48土0.38本(6)
1. 44土0.02 (4) 
1. 22土0.06ヰヰ(4)
Each number represents the mean土 SE.The number of mice is indicated in paren-
theses. 
ヰ P< O.05， significantly different from control group. 
林 pく0.02，significantly different from control group. 
腹腔内に注射したと乙ろ， 3時間後には肝グlレタチオ
ン量は有意に減少した (pく0.05)。しかし，肝カルシウ
ム量はほとんど変らなかった。一方， 8・ALAD活性は
有意に抑制された (p<0.02)。
IV.考察
本研究で酢酸鉛の腹腔内投与および経口投与のいず
れの方法によっても肝臓のカルシウム量が増加したと
とは，カルシウム量の増加が種々の薬物による細胞死
の共通項である11)という観点、から，興味ある事実と考
える。しかも，鉛投与時におけるカルシウム量の増加
が，鉛中毒時に鋭敏に変化する 8・ALAD活性の変化
と逆相関的に生じた事と考えあわせると，鉛投与動物
のカルシウム量の増加は，鉛による細胞障害を示す1
つの尺度になる可能性がある。
従来より， Pb2+とCa2+の生物学的な相互作用は，
腸管における両元素の吸収に関して山6)や，肝細胞で
の Ca2+のセカンドメッセンジャーとしての働きに関
して17)観察されている。また， Pb2+はCa2+の関与す
る種々の細胞機能において，時には Ca2+に代って作
用する乙とができる 18.1ヘ乙れらの Pb2十一Ca2+相互作
用は，直接，細胞機能障害の原因になり得るととろで
あるが，本研究で見られた肝カルシウム量の著しい増
加は，非特異的な細胞障害をもたらすおそれがある。
細胞内 Ca2+ホメオスタンシスの調節は，大別して，
細胞膜を介した Ca2+輸送と細胞内カルシウム貯蔵部
位での放出および取込みの 2通りの機能により行われ
ている 7.20)。前者には受容体を介した Ca2+チャンネノレ
系， Na+jCa2+交換輸送，Ca2+-ATPaseによる Ca2+の
排出機構かある。また，後者の細胞内カルシウム貯蔵
部位としては， ミトコンドリア， 小胞体および Ca2+
結合たんぱく質をあげることができる。 Ca2+容量は
細胞外が最も大きく，生理機能発現時に急速に上昇す
る遊離 Ca2+濃度の主たる供給源になっている。しか
し， ミトコンドリアや小胞体も Ca2+容量は小さいが
Ca2+ホメオスタシスにとっては重要な細胞内小器官
であり，とれらの部位での Ca2+動態変化は，細胞障
害の初期反応にも関与している可能性がある&仰とさ
れる。
ミトコンドリアでの代謝変化と Ca2+動態との関連
について， Lehningerら21>は，ピリジンヌクレオチドの
酸化によりミトコンドリアから Ca2+の放出がおとる
と提唱し， RichterとFrei22>は， ピリジンヌクレオチ
ドの加水分解iとより生じた ADP-リボシノレによりミ
??
トコンドリア内膜たんぱく質の ADP-リボ、ンJレ化が
起り， Ca2+の放出につながるという実験成績を提出し
ている。さらに， たんぱく質の SH基やグルタチオ
ンの酸化還元状態の変化が， ミトコンドリアや小胞体
のCa2+の動態に関与するようである; とれらのSH
基の酸化は，膜透過性を変え， Ca2+の貯蔵部位からの
遊離を増加させる。
ところで，細胞内グノレタチオンの大部分は細胞液中
にあるが， ミトコンドリアには代謝回転の遅い安定
なクツレタチオンプールの存在することが知られてい
る4・5)。そしてミトコンドリア内にも NADPHを補酵
素するクVレタチオン還元酵素系が存在し，ク、、ルタチオ
ンの還元状態の維持に関っているヘ従ってミトコン
ドリアのグノレタチオンは， ミトコンドリア外のグノレタ
チオンと同様に，膜たんぱく質の SH基の酸化還元
やピリジンヌクレオチドの存在状態，さらにおよんで
は Ca2+動態に影響をもっ可能性がある。
とのような細胞内 Ca2+動態およびそれのグノレタチ
オンとの関係を背景にして，我々の実験結果をながめ
たい。今回の結果では鉛投与により還元型グノレタチオ
ン量の減少がみられたが，クツレタチオンの減少が直接
の原因となってカノレシウム量の増加が起こった可能性
は小さいと考える。その理由は，マレイン酸ジエチノレ
によりグJレタチオンの減少が起ったにもかかわらず，
カルシウム量の増加がみられなかったからである。マ
レイン酸ジエチJレが Ca2+動態に無効であることは，
Thorら却が肝細胞を使った実験でも報告している。
しかし，Pb2+はSH基との親和性が高い24)ので，クツレ
タチオンの減少は，たんぱく質 SH基が Pb2+の攻撃
をうける乙とを容易にし，間接的に Ca2+動態に影響
をもっ乙とが考えられる。
Poundsら25)は初代分離培養肝細胞を使って， Pb2+ 
が細胞内のすべての Ca2+コンパートメントの Ca2+
量を増やし，特にミトコンドリアを含むコンパートメ
ントでの増加が著しいと報告している。乙の変化の機
序については， Pb2+の細胞膜への影響の結果として
Ca2+の細胞内への流入が増加したためであろうとし
ているが，直接の証拠は示していない。
一方， Chavezら26)は， 腎ミトコンドリアからの
Ca2+の遊離がPb十により増加する乙とを報告してい
る。彼らはミトコンドリア内膜の SH基に Pb2+が結
合し，膜電位の低下や NAD(P)Hの酸化が起り， Ca2+ 
の遊離が増加したと考えている。また，彼らは，グノレ
タチオンは内膜SH基の保護に重要であると考えて
いる。乙の Chavezらの成績は Poundsらの成績と対
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立するように思われるが，根本的に相異するものでは
なく， 一連として起っている C2+動態変化の異った
位相を見ている可能性がある。
細胞内小器官での Ca2+動態変化が，細胞内の他の
部位での Ca2+動態にどのような影響を与えるのか，
あるいは，細胞内 Ca2+動態の変化が，どのような機
序で細胞障害をもたらすのか，その詳細は明らかでは
ない。次に述べるととは，上記の知見を手がかりとし
て得られた， Pb2+の作用機序についての作業仮説であ
る。
Pb2+とCa2+との結合部位での置換が起るため，あ
るいは，膜の透過性を制御しているたんぱく質 SH
基の一部が Pb2+との結合により失活するため，ミト
コンドリアや小胞体から Ca2+の遊離や，細胞外から
の Ca2+の流入が起る。 との変化はグノレタチオンの
減少により増巾されるであろう。細胞質に増加した
Ca2+は，生理的な Ca2+調節機構lとより Ca2+貯蔵部
位に再び取込まれる。乙のような Ca2+cyclingが持続
して起ると，エネルギー消費が増大する。 鉛がATP
量を減少させることは知られており27〉， ミトコンドリ
アの ATP減少は，細胞膜や小胞体にある Ca2+-ATP
系による Ca2+ホメオスタシス機構の機能を低下させ
る。その結果，細胞膜を介しての Ca2+排出が減少した
り，小胞体への Ca2+取込みが減少し，細胞質の遊離
Ca2+濃度を増加させることになる。さらに，細胞質
に増加した遊離 Ca2+により Ca2+依存性の蛋白分解
酵素や phospholipase A2の活性化が起ザペ細胞膜の
傷害がもたらされ，このことも細胞外 Ca2+の流入の
増加を招くであろう。そして， Ca2+のセカンドメッセ
ンジャーとしての機能29)は破壊され，最終的には細胞
死に至ると考えられる。
v.要約
酢酸鉛投与により肝カノレ、ンウム量は著しく増加した。
その機序は明らかではないが，鉛投与時lとみられる還
元型クツレタチオンの減少が直接の原因となって肝カル
シウム量を増加させる可能性は小さいと考える。むし
ろ，グJレタチオンによる細胞内還元型 SH基の保護
作用が低下するので，Pb2+と膜たんぱく質SH基との
結合が起りやすくなり，結果として細胞内 Ca2+ホメ
オスタシスが破綻し，細胞外からの多量の Ca2+の流
入を招くのではないかと推論した。
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